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RESUMO 
x 
O consumo de dietas ricas em gordura é o mais importante fator ambiental que 
contribui para o aumento da prevalência de obesidade na sociedade moderna. 
Em modelos animais com obesidade, induzida por dieta, a ativação da resposta 
inflamatória no hipotálamo produz resistência molecular e funcional aos 
hormônios anorexigênicos insulina e leptina, o que resulta em defeitos no 
controle da ingestão alimentar e do gasto energético. Para explorar a hipótese 
de que ácidos graxos podem desencadear resposta inflamatória e aumentar a 
expressão de citocinas no hipotálamo por induzir a ativação de TLR2/4 e/ou 
estresse de RE, ratos foram canulados e submetidos ao tratamento, por via 
intracerebroventricular (icv), com ácido graxo saturado e em seguida o extrato 
de proteínas hipotalâmicas foi obtido para determinação da expressão de 
proteínas por imunoblot. A localização de marcadores inflamatórios foi obtida 
por imunohistoquímica. Observou-se que ácidos graxos saturados de cadeia 
longa ativam predominantemente TLR4, o que determina não só a indução da 
expressão local de citocinas, mas também promove estresse de RE.  Ratos 
alimentados com dieta hiperlipídica rica em ácidos graxos monoinsaturados 
não desenvolveram resistência hipotalâmica à leptina, enquanto que a mutação 
com perda da função do TLR4 e a inibição imunofarmacológica do TLR4 
protegeu os camundongos da obesidade induzida por dieta. O TLR4 age como 
um alvo molecular predominante para ácidos graxos saturados no hipotálamo, 
o que desencadea resposta inflamatória e resistência a sinais anorexigênicos. 
Assim, conclui-se que ácidos graxos saturados ativam as vias de TLR2/TLR4 e 
estresse de RE em hipotálamo sendo a ativação mais significativa para TLR4, 
o que, por sua vez, determina a indução de estresse de RE. O TLR4 é um 
importante mediador da disfunção hipotalâmica durante o desenvolvimento da 
xi 
obesidade, como esse é um fenômeno importante durante a instalação da 
obesidade, esse receptor é um alvo terapêutico atrativo para tal condição 
epidêmica.  
xii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
 
xiii 
In animal models of diet-induced obesity, the activation of an inflammatory 
response in the hypothalamus produces molecular and functional resistance to 
the anorexigenic hormones insulin and leptin. The primary events triggered by 
dietary fats that ultimately lead to hypothalamic cytokine expression and 
inflammatory signaling are unknown.  Here, we test the hypothesis that dietary 
fats act through the activation of Toll-like receptors 2/4 and endoplasmic 
reticulum stress to induce cytokine expression in the hypothalamus of rodents.  
Rats were treated icv with different types of fatty acids and hypothalamic protein 
extracts were obtained for determination of inflammatory and endoplasmic 
reticulum stress protein expression by immunoblot. Localization of inflammatory 
markers were performed by immunohistochemistry. Long-chain saturated fatty 
acids activate predominantly Toll-like receptor 4 signaling, which determines not 
only the induction of local cytokine expression but also promotes endoplasmic 
reticulum stress. Rats fed on a monounsaturated fat-rich diet do not develop 
hypothalamic leptin resistance, while Toll-like receptor 4 loss-of-function 
mutation and immunopharmacological inhibition of Toll-like receptor 4 protects 
mice from diet induced obesity. Toll-like receptor 4 acts as a predominant 
molecular target for saturated fatty acids in the hypothalamus, triggering the 
intracellular signaling network that induces an inflammatory response and 
determines the resistance to anorexigenic signals.  
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A obesidade é uma doença crônica, caracterizada pelo acúmulo 
excessivo de gordura corporal que traz prejuízos à saúde do indivíduo. Por ser 
um importante fator de risco para doenças crônicas não transmissíveis como, 
por exemplo, resistência à insulina e diabetes tipo 2, problemas 
cardiovasculares, aterosclerose, doenças hepáticas e alguns tipos de câncer, 
esta enfermidade tem forte influência no perfil de morbi-mortalidade da 
população. 
Nas últimas quatro décadas o aumento da prevalência da obesidade em 
várias regiões do planeta se revela como um dos mais importantes fenômenos 
clínico-epidemiológicos da atualidade. Mais de 300 milhões de pessoas no 
mundo são consideradas obesas (IMC ≥ 30) (1). Nos Estados Unidos quase 
um terço dos adultos são obesos, e em muitos países europeus tem sido 
observada uma tendência similar, apesar do aumento da prevalência não 
atingir os mesmos níveis dos americanos (2). 
A obesidade hoje não se resume mais a um problema presente apenas 
nos países ricos, acometendo cada vez maiores parcelas dos estratos 
populacionais menos favorecidos. No Brasil, os dados a respeito de 
sobrepeso/obesidade demonstra crescimento da sua prevalência entre as 
décadas de 70 e 90. As análises comparativas entre os inquéritos 
antropométricos nacionais ENDEF - Estudo Nacional da Despesa Familiar (3) e 
PNSN - Pesquisa Nacional sobre Saúde e Nutrição (4), e regionais PPV - 
Pesquisa sobre Padrões de Vida (5) permitiram identificar a amplitude e 
gravidade do problema. A tendência encontrada para o sobrepeso (IMC > 25) 
nos adultos foi a de aumento na prevalência entre os três estudos, que chega a 
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ser o dobro em 1997 em relação a 1975, com exceção das mulheres na região 
Sudeste.  
O aumento da prevalência dessa doença tem feito com que vários 
países adotem medidas ou implantem programas cujo objetivo principal é de 
promover a prevenção e o tratamento da obesidade. As projeções feitas em 
2000 pela Organização Mundial da Saúde não são nada animadoras. Se nada 
for feito, para impedir o aumento do número de pessoas que se tornam obesas 
a cada ano, em 2025 cerca de 50 % dos norte-americanos e 25 % dos 
brasileiros serão obesos (6). 
A obesidade acorre quando há desequilíbrio entre ingestão calórica e 
gasto energético, prevalecendo o primeiro sobre o segundo. Isto resulta num 
quadro de balanço energético positivo e, conseqüentemente, aumento da 
prevalência dessa doença (7,8). As causas para esse desequilíbrio se devem à 
interação entre diversos fatores genéticos, metabólicos, hormonais e 
ambientais, ainda não totalmente esclarecidos.  
Na última década observou-se um avanço surpreendente do 
conhecimento científico a respeito dos fenômenos que participam do controle 
neural da fome e da termogênese (7,8). Tais avanços permitiram o melhor 
entendimento dos mecanismos envolvidos com o desenvolvimento da 
obesidade, e deverão contribuir para que se desenvolvam métodos 
terapêuticos mais efetivos.  
O controle deste complexo sistema que regula o fluxo de energia é feito 
pelo hipotálamo, uma região pequena (cerca de 1/300 do peso total do 
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cérebro), responsável pela recepção e integração de informações sobre o 
status energético corporal O hipotálamo, também constituído por substância 
cinzenta, é o principal centro integrador das atividades dos órgãos viscerais, 
sendo um dos principais responsáveis pela homeostase corporal. Ele faz 
ligação entre o sistema nervoso e o sistema endócrino, atuando na ativação de 
diversas glândulas endócrinas.  
Essas informações chegam ao hipotálamo através de alguns 
sinalizadores, por exemplo, os nutrientes, os hormônios secretados pelo trato 
gastrintestinal (CCK, GLP-1, GIP e grelina), a insulina e a leptina. Dentre estes, 
os mais importantes são a insulina e principalmente a leptina (9). A insulina é 
um hormônio peptídico secretado exclusivamente pelas células  pancreáticas 
principalmente em resposta a concentrações plasmática de nutrientes. Já a 
leptina é um hormônio com características estruturais de citocina produzido 
predominantemente pelo tecido adiposo branco em relação diretamente 
proporcional à massa adiposa.   
O principal sítio de ação da leptina e da insulina no sistema nervoso 
central são os neurônios localizados no núcleo arqueado do hipotálamo (7,8). 
Para alcançar tais neurônios a leptina e a insulina atravessam a barreira 
hemato-encefálica que utiliza um sistema saturável de transporte mediado por 
receptores específicos, presentes tanto no plexo coróide como em capilares 
cerebrais (9).  
Até o presente momento, duas subpopulações neuronais foram 
caracterizadas no núcleo arqueado. Uma delas expressa os 
neurotransmissores orexigênicos NPY e AgRP e outra os neurotransmissores 
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anorexigênicos -MSH (clivado a partir de POMC) e CART. Além de 
expressarem receptores para leptina (ObRb - forma mais predominante nesta 
região anatômica), tais grupos de neurônios expressam também receptores 
para insulina (IR), hormônio este que desempenha um papel fundamental na 
modulação da ação da leptina (9). 
Tanto a leptina quanto a insulina, agindo de forma combinada, têm a 
capacidade de inibir neurônios produtores de NPY/AgRP e ativar neurônios 
produtores de POMC/CART (9,10,11). Neurônios NPY/AgRPérgicos 
encontram-se ativados nos períodos de jejum ou quando a massa total de 
tecido adiposo está reduzida. Nestas circunstâncias, conexões axonais entre 
neurônios do núcleo arqueado e neurônios dos núcleos paraventricular e 
hipotalâmico lateral levam à inibição da produção de neurotransmissores 
anorexigênicos e ativadores da termogênese (TRH e CRH) no núcleo 
paraventricular, e ativação da produção de neurotransmissores orexigênicos e 
inibidores da termogênese (orexina e MCH) no núcleo hipotalâmico lateral. O 
resultado desta regulação é o aumento da fome e redução da termogênese.  
Por outro lado, em períodos pós-prandiais, ou quando estoques de 
energia no tecido adiposo são satisfatórios, há aumento dos níveis sanguíneos 
de insulina e leptina, o que leva à inibição dos neurônios orexigênicos e ao 
estímulo dos neurônios anorexigênicos. O resultado é a inibição de neurônios 
do núcleo hipotalâmico lateral, produtores de orexina e MCH e estímulo de 
neurônios do núcleo paraventricular, produtores de CRH e TRH. Ocorrerá 
então saciedade acompanhada de aumento da termogênese (8,9).  
26 
 
Há diversas evidências de um cross-talk entre as vias de sinalização da 
insulina e da leptina, não apenas no hipotálamo, mas também em tecidos 
periféricos (10,12). A comum associação epidemiológica entre obesidade e 
diabetes mellitus logo despertaram o interesse a respeito de possíveis 
mecanismos de resistência hipotalâmica à sinalização da insulina e da leptina 
como participantes da gênese da obesidade, de forma similar ao já conhecido 
fenômeno da resistência periférica à insulina participando da gênese do 
diabetes mellitus tipo 2 (8).   
Há muito se observava que, pacientes ou animais experimentais com 
diabetes mellitus, ao desenvolverem quadros infecciosos ou inflamatórios 
graves, apresentavam significativo comprometimento da ação da insulina 
mensurável pela redução do clearance de glicose induzido por este hormônio 
(13). Durante a instalação e a progressão do quadro infeccioso/inflamatório há 
produção e secreção de uma série de citocinas pró-inflamatórias como TNF-, 
IL-1 e IL-6.  
Tais citocinas cumprem o papel primário de mediar a ativação de 
elementos do sistema imune participantes da resposta ao agente ou 
mecanismo agressor. Entretanto, agindo em células musculares, hepáticas e 
no tecido adiposo, tais citocinas ativam vias pró-inflamatórias que culminam 
com a modulação negativa da via de sinalização da insulina, a qual encontra 
em células destes tecidos, seus principais alvos metabólicos (14).  
Dentro deste contexto de resistência molecular a ação dos hormônios 
leptina e insulina nos neurônios do sistema nervoso central, vários fatores 
podem estar envolvidos, como por exemplo: fatores genéticos, idade, 
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sedentarismo, hábitos alimentares, dietas ricas em lipídios ou carboidratos, 
estresse e infecções. Dentre tais fatores, o que tem maior relevância 
epidemiológica é o consumo de dietas hiperlipídicas.  
Há muitos anos, pesquisadores têm procurado estabelecer associações 
entre padrões alimentares e riscos de morbidade e mortalidade. Keys e 
colaboradores (15) publicaram na década de 50 o primeiro artigo que fornecia 
recursos quantitativos para a predição das respostas do colesterol sérico a 
lipídios da dieta. Surgiram então as primeiras recomendações, por parte de 
cientistas e da American Heart Association (AHA), para diminuição da ingestão 
de gordura, principalmente saturada, para homens com concentração sérica de 
colesterol alta. A partir daí, dieta hipolipídica tem sido considerada alimentação 
saudável nos Estados Unidos e praticamente em todo o mundo (16). 
Nos Estados Unidos, inúmeras políticas públicas têm como objetivo 
incentivar a redução do consumo de lipídios, na tentativa de deter o avanço da 
epidemia de obesidade.  O USDA (Departamento de Agricultura dos Estados 
Unidos) recomenda, por meio da pirâmide alimentar (17), que gorduras e óleos 
sejam usados com moderação e sua proporção na dieta não deve ultrapassar 
30 % do valor energético total (VET). Já o mais recente Dietary Guidelines for 
Americans (guia alimentar para americanos) recomenda que o consumo de 
lipídos esteja entre 20 e 35 % do VET, principalmente na forma de óleos 
vegetais, nozes e peixes (18). O guia alimentar para a população brasileira 
recomenda que o consumo de lipídios esteja entre 15 e 30 % do VET (19), 
recomendação semelhante à da Organização Mundial da Saúde (20). A AHA 
(21) recomenda para a população em geral a diminuição da gordura saturada 
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da dieta para menos do que 10 % do VET da dieta. Alguns autores como 
Ornish (22), vão além e defendem que benefícios máximos para a saúde 
seriam atingidos com dietas contendo somente 10 % de energia na forma de 
lipídios totais. 
A superalimentação facilitada por um aumento considerável na 
produção, industrialização e distribuição de alimentos hipercalóricos, 
principalmente ricos em ácidos graxos saturados, exerce um impacto 
importante na regulação do apetite pelo hipotálamo. De acordo com um estudo 
realizado pelo nosso grupo, animais experimentais tratados com dieta contendo 
aproximadamente 40 % de gordura saturada por 16 semanas apresentam um 
aumento da expressão de proteínas de resposta inflamatória no hipotálamo, 
entre elas: TNF-, IL-1 e IL-6. Na presença de níveis elevados destas 
citocinas, neurônios do hipotálamo apresentam ativação de vias intracelulares 
envolvidas com a resposta a sinais inflamatórios. Proteínas com atividade 
serina quinase presentes nessas vias catalisam a fosforilação em serina de 
importantes participantes da via de sinalização da insulina o que leva a uma 
resistência molecular à ação desse hormônio no hipotálamo de animais 
alimentados com dieta hiperlipídica (23). 
Pelo menos quatro mecanismos distintos estão envolvidos nas vias de 
sinalização que levam à produção de citocinas e resistência hipotalâmica aos 
hormônios adipostáticos insulina e leptina em resposta a dieta hiperlipídica no 
hipotálamo: JNK, IKK, SOCS3 e PTP1B (24). 
Tanto TNF, como dietas hiperlipídicas podem induzir a ativação da 
serina/treonina quinase JNK no hipotálamo.  A ativação da JNK leva à 
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fosforilação em serina dos substratos tradicionais do receptor de insulina 
(IRSs), responsáveis pela ativação da PI3K/Akt, o que contribui para 
resistência à transdução do sinal da insulina através desta via. A outra via pró-
inflamatória que pode ser ativada tanto pelo TNF- quanto pela IL-1 é a 
IKK/IB/NFB. A ativação de IKK promove a dissociação do complexo 
IB/NFB, levando a ativação do NFB e sua translocação para o núcleo, mas 
também pode induzir a fosforilação em serina dos IRSs, o que compromete a 
transdução do sinal da insulina através desta cascata (23). 
O aumento da expressão da SOCS3 e da tirosina fosfatase PTP1B no 
hipotálamo em resposta à dieta hiperlipídica também compromete a sinalização 
da leptina e da insulina. A SOCS3 atua através de dois mecanismos: primeiro 
pela interação física com o receptor de leptina ObRb e STAT3 (25) e segundo 
pela ubiquitinação e degradação dos substratos do receptor de insulina (26). A 
enzima PTP1B atua catalisando e desfosforilando tanto o receptor de insulina, 
como os substratos desse receptor, desligando o sinal gerado pela insulina 
(27). 
Estudos recentes têm fornecido fortes evidências da ativação de Toll-like 
receptor 2 e 4 (TLR2/4) e indução de estresse de RE como mecanismos 
distintos envolvidos no desenvolvimento de resistência à insulina e diabetes 
mellitus tipo 2 em resposta ao consumo de dietas ricas em lipídios e obesidade 
em tecidos periféricos (Figura 1).  
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Figura 1: Vias de sinalização do toll-like receptor e estresse de retículo endoplasmático, 
mecanismos conhecidos por serem ativados por ácidos graxos saturados. Tanto a ativação de 
TLR2 e TLR4 quanto a indução de estresse de retículo endoplasmático levam à produção de 
citocinas pró inflamatórias. A ativação de resposta inflamatória em células adiposas, hepáticas 
e musculares tem papel importante no desenvolvimento de resistência à insulina nesses 
tecidos.  
TLRs são membros bem conservados da superfamília de receptores de 
interleucina-1 (IL-1R), que respondem a partículas potencialmente patogênicas 
(ex: vírus, bactérias, RNA dupla fita), levando à ativação da resposta imune 
inata (28,29).  Além disso, eles podem reconhecer ligantes endógenos 
liberados pela célula em resposta ao estresse.  
Até o momento, doze membros da família TLR foram identificados (30). 
TLR 1, 2, 4 e 6 são capazes de reconhecer componentes lipídicos. Dímeros de 
TLR1/2 reconhecem diacil-lipopeptídeos, dímeros de TLR2/6 reconhecem 
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triacil-lipopeptídeos e TLR4 reconhece lipopolissacarídeos (LPS) presentes 
também em gorduras saturadas. A ativação da sinalização por meio de TLRs 
leva a indução da expressão de genes relacionados com a resposta imune e 
com a produção de citocinas (28,29,31,32).    
A associação dos TLRs com seus ligantes ativa duas vias de sinalização 
distintas, a via dependente do fator de diferenciação mielóide 88 (MyD88) e a 
via independente de MyD88 (33). Após sua ativação, os TLRs dimerizam e 
sofrem mudanças conformacionais necessárias para o recrutamento de 
moléculas adaptadoras que contem um domínio TIR que reconhece o domínio 
TIR do TLR.  Há quatro moléculas adaptadoras que exercem esta função: o 
MyD88, TRIF, TICAM e TRAM (34,35). O MyD88 e o TRIF, são responsáveis 
pela ativação de diferentes vias de sinalização, que acarretam a produção de 
citocinas pró-inflamatórias e interferons (INFs), respectivamente.   
Mais recentemente, pesquisadores mostraram que Toll-like receptor 2 e 
4 atuam como fatores determinantes na íntima associação clínica existente 
entre o consumo de dietas ricas em gorduras e obesidade com resistência à 
insulina e diabetes mellitus tipo 2 (36,37,38,39). Esses receptores, ativados por 
ácidos graxos, modulam eventos inflamatórios e resistência à insulina em 
tecidos periféricos.    
O TLR4 é expresso em muitos tipos celulares incluindo macrófagos, 
adipócitos, hepatócitos, células musculares esqueléticas e micróglia. Há 
aumento da expressão desse receptor, em adipócitos de roedores 
geneticamente obesos (ob/ob e db/db) e de camundongos com obesidade 
induzida por dieta (37).  Estudos recentes mostram que, adipócitos de 
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indivíduos obesos produzem citocinas e induzem um estado de inflamação 
crônica o que, pelo menos em parte, é devido à infiltração de macrófagos no 
tecido adiposo (40).  
É sabido que ácidos graxos, particularmente os saturados (C14:0, C16:0 
e C18:0) ativam o IKK/NFB e estimulam a produção de TNF e IL-6 em 
macrófagos via TLR4. As células 293T transfectadas com o dominante 
negativo de MyD88 ou macrófagos isolados do peritônio de camundongos 
mutantes para TLR4 perderam a capacidade de indução da produção de 
citocinas em resposta ao tratamento com ácidos graxos. A deficiência de TLR4 
também atenua a fosforilação em serina do IRS-1 induzida por lipídios e 
normaliza a fosforilação em tirosina estimulada pela insulina em adipócitos 
(37).  
Esses estudos substanciam a hipótese de que TLR4 atua como 
mediador da ativação de inflamação e resistência à insulina induzida por 
lipídios. O aumento plasmático de ácidos graxos, encontrados em indivíduos 
obesos, leva a ativação da sinalização do TLR4 em vários tipos celulares, o 
que leva a produção de citocinas e conseqüentemente a ativação de IKK, JNK, 
PKC e SOCS3, todos conhecidos por fosforilar os IRSs em serina, que interfere 
na sinalização e ação da insulina.  
O retículo endoplasmático (RE) desempenha função central na 
biossíntese de lipídios e proteínas. Sua membrana é o sítio de produção de 
todas as proteínas transmembrana e lipídios, para a maioria das organelas da 
célula. Todas as proteínas destinadas à secreção e todas as proteínas 
destinadas ao próprio RE, além do aparelho de Golgi, lisossomos, endossomos 
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e membrana plasmática são primeiramente importadas para o RE a partir do 
citosol. No lúmen do RE, as proteínas assumem sua conformação e se 
oligomerizam, pontes dissulfeto são formadas e oligossacarídeos N-ligados são 
adicionados. A membrana do RE também oferece uma contribuição importante 
para as membranas das mitocôndrias e dos peroxissomos, pois produz a 
maioria de seus constituintes lipídicos (41).  
Em condição de estresse patológico, a homeostase do RE é rompida, 
levando ao acúmulo de proteínas mal formadas no seu lúmen. Nesta situação, 
as células acometidas ativam um complexo sistema de sinalização conhecido 
como Unfolded Protein Response (UPR). Os eventos subseqüentes à ativação 
deste complexo mecanismo de sinalização celular denominam-se estresse de 
retículo endoplasmático e tem como objetivo final a preservação da integridade 
da célula afetada.  
Privação ou excesso de glicose ou nutrientes, infecção viral, hipóxia, 
toxinas, presença de lipídios, aumento na síntese de proteínas secretoras e 
expressão de proteínas mutantes ou mal formadas são algumas das situações 
que podem desencadear esse processo (42,43,44,45). Várias dessas 
condições ocorrem na obesidade. Além disso, na obesidade, ocorrem também: 
aumento da demanda da maquinaria sintética das células em vários sistemas 
secretórios, estresse mecânico por acúmulo excessivo de lipídios, 
anormalidades no fluxo energético intracelular e disponibilidade de nutrientes.  
Recentes estudos com modelos experimentais indicam que estresse de 
RE inicia e integra vias inflamatórias e vias de sinalização de insulina com 
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obesidade e desenvolvimento de resistência à insulina e diabetes tipo 2 
(38,39). 
As principais proteínas responsivas ao estresse de RE são: IRE-1 
(inositol-requiring enzyme-1), PERK (PKR-like endoplasmic-reticulum kinase) e 
ATF-6 (activating transcription factor 6). As duas principais vias inflamatórias 
que interferem na ação da insulina, JNK e IKK, são ativadas em resposta a 
IRE-1 e PERK durante a resposta ao estresse de RE.  
A ativação de JNK pela IRE-1 envolve TRAF2 (TNF-receptor-associated 
factor 2) (41,46). O IKK/NFB pode ser ativado tanto por IRE-1, que interage 
com IKK através do TRAF2, quanto pela ativação da PERK, que leva à 
degradação do IB, facilitando a atividade do NFB. Além disso, a indução de 
estresse de RE leva à ativação de CREB-H, um importante mediador 
inflamatório no fígado, e aumento na produção de espécies reativas de 
oxigênio (ROS) e conseqüentemente, estresse oxidativo celular. O estresse 
oxidativo, característico na obesidade, é considerado um dos fatores mais 
importantes no desenvolvimento de resistência à insulina em obesos 
(41,47,48).   
No presente estudo avaliamos a participação da sinalização através de 
TLRs e a indução de estresse de retículo endoplasmático em hipotálamo de 
ratos tratados, por via intracerebroventricular, com ácidos graxos e/ou mantidos 
com dieta hiperlipídica. 
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OBJETIVOS 
Gerais: 
Avaliar a participação das vias de sinalização TLR2/4 e Estresse de Retículo 
Endoplasmático na inflamação hipotalâmica induzida por ácidos graxos em 
roedores.  
Específicos: 
- Avaliar o efeito de diversos tipos de composição de ácidos graxos, 
comumente consumidos na dieta humana, sobre a expressão de citocinas em 
hipotálamo de ratos 
- Avaliar o efeito isolado de diversos tipos de ácidos graxos saturados sobre a 
expressão de citocinas em hipotálamo de ratos 
- Avaliar o efeito de ácidos graxos saturados nas vias de estresse de retículo 
endoplasmático e TLR 2/4 no hipotálamo de ratos 
- Determinar a predominância e/ou dependência das vias TLR4 e estresse de 
RE em resposta a ácidos graxos saturados 
- Avaliar a sensibilidade à leptina e a variação de peso de roedores em 
resposta à dietas hiperlipídicas ricas em ácidos graxos saturados e 
monoinsaturados 
- Verificar o papel do TLR4 como mediador da disfunção hipotalâmica durante 
o desenvolvimento da obesidade.  
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CONCLUSÃO 
 Dentre os ácidos graxos testados nesse estudo, os saturados de cadeia 
longa exerceram o mais potente efeito na indução de resposta 
inflamatória no hipotálamo. 
 Ácidos graxos saturados ativam a sinalização através de TLR2 eTLR4 e 
induzem estresse de RE em hipotálamo de roedores. 
 A ativação em resposta ao ácido araquídico é mais significativa para 
TLR4, que por sua vez determina a indução de estresse de RE. 
 Animais alimentados com dieta hiperlipídica rica em ácidos graxos 
monoinsaturados preservam maior sensibilidade à leptina quando 
comparados aos animais que são alimentados com dieta hiperlipídica 
rica em ácidos graxos saturados. 
 TLR4 é um importante mediador da disfunção hipotalâmica durante o 
desenvolvimento da obesidade. Como esse é um fenômeno importante 
durante a instalação da obesidade, TLR4 é um alvo terapêutico atrativo 
para tal condição epidêmica.  
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Animais experimentais 
Foram utilizados ratos (Rattus norvergicus) machos, da linhagem Wistar 
de oito a dez semanas de idade provenientes do Biotério Central da UNICAMP 
(CEMIB), os quais foram alimentados com ração comercial para roedores 
(Nuvilab CR-1) da Nuvital, oferecidas ad libitum, assim como água. Também 
foram utilizados camundongos mutantes TLR4 C3H/HeJ e seu controle 
C3H/HeN, obtidos do laboratório Jackson e providos pela Universidade de São 
Paulo, os quais foram alimentados com ração comercial para roedores ou dieta 
hiperlipídica. Os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas (cinco por gaiola) e 
os camundongos em gaiolas individuais, sob condições padronizadas de 
iluminação (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 22 ± 2 °C. Todos 
os experimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética da Universidade 
Estadual de Campinas.  
 
Cirurgia Estereotáxica  
Ao atingirem oito semanas de idade, os ratos foram submetidos à 
canulação do ventrículo lateral. Os animais (250 – 300 g) foram previamente 
anestesiados por via intraperitonial com uma mistura de 70 % cloridrato de 
cetamina (50 mg/ml) e 30 % de diazepan (5,0 mg/ml). Depois de testados e 
garantidos os reflexos corneal e pedioso, os animais foram posicionados no 
aparelho de estereotaxia para implantação de uma cânula no ventrículo lateral 
do hipotálamo, seguindo as coordenadas do Atlas Paxinos-Watson (49) que 
variam de acordo com o peso do animal. Em ratos de aproximadamente 300 g 
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as coordenadas utilizadas foram AP: 0,2 mm; lateral: 1,5 mm; profundidade: 4,0 
mm.  
 
Infusão intracerebroventricular  
Após o período de uma semana de recuperação da cirurgia 
estereotáxica, os animais foram submetidos a um teste de resposta de ingestão 
hídrica subseqüente ao tratamento com angiotensina II (2,0 L de solução 10-6 
M) para avaliação da adequação da posição da cânula. Ratos com resposta 
positiva à angiotensina II foram selecionados e utilizados nos experimentos.  
Para a infusão intracerebroventricular foi utilizada uma seringa Hamilton 
(50 L) acoplada, por meio de uma cânula plástica, a uma agulha 30 G, de 
modo que esta ultrapassasse o comprimento da cânula metálica (0,1 - 0,2 mm) 
garantindo a entrada do líquido no ventrículo lateral.  
Na primeira etapa os animais foram canulados e randomicamente 
divididos em quatro grupos e tratados por via intracerebroventricular (icv) com 2 
L duas vezes ao dia (9h e 16h) por cinco dias com: albumina (DL); ácido 
oléico (C18:1); mistura vegetal (VM) (composto por 20 % de ácido oléico; 20 % 
de mistura de saturados; 30 % de ácido linolênico e 30 % de ácido linoléico) e 
com mistura de saturados (SM) (composto por 20 % de cada um dos seguintes 
ácidos graxos saturados: ácido palmítico (C16:0); ácido esteárico (C18:0); 
ácido araquídico (C20:0) e ácido behënico (C22:0) na seguinte concentração: 
ácidos graxos 90 µM; BSA: 2,70 µM e 0,04% HBP).  
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Para verificar o efeito isolado de cada ácido graxo, os animais foram 
tratados icv por cinco dias, sendo dois tratamentos diários de 2 µL (9h e 16h), 
com cada um dos ácidos graxos que compunham a mistura de saturados, e 
alguns grupos controles com ácidos graxos insaturados: albumina (DL); ácido 
palmítico (C16:0); ácido esteárico (C18:0); ácido araquídico (C20:0); ácido 
behênico (C22:0); ácido oléico (C18:1); ácido linoléico (C18:2) e ácido 
linolênico (18:3) na seguinte concentração: ácidos graxos 90 µM; BSA: 2,70 µM 
e 0,04 % HBP. 
Nos experimentos em que analisamos a ativação das vias de estresse 
de retículo endoplasmático (RE) e Toll-like Receptor 2 e 4 (TLR2/4) e de seus 
respectivos bloqueios, foram utilizados dois grupos de animais tratados icv por 
três dias, duas vezes ao dia, com: albumina (BSA) e ácido araquídico (C20:0). 
Para o bloqueio de estresse de retículo endoplasmático, nós utilizamos a 
chaperona química PBA (4-phenylbutyric acid; P21005-Aldrich) na dose de 125 
µg/dia e para o bloqueio do TLR2/4, nós utilizamos um anticorpo anti-TLR2 (sc 
16237) e anti-TLR4 (sc 13591) na dose de 25 ng/dia. 
 
Avaliação de ingestão alimentar 
Para o experimento em que analisamos a ingestão alimentar em 
resposta a dieta hiperlipídica composta predominantemente por ácidos graxos 
monoinsaturados, os animais foram colocados individualmente em gaiolas 
metabólicas e divididos em três grupos: um grupo recebeu dieta controle (10 % 
do valor calórico em lipídios); e dois grupos receberam dieta hiperlipídica (59 % 
do valor calórico em lipídios, adaptada a partir da AIN 93G) (50), sendo que um 
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grupo recebeu dieta predominantemente composta de ácidos graxos saturados 
(HS) e outro grupo recebeu dieta predominantemente composta de ácido graxo 
monoinsaturado (HAO) (Tabela 1) por oito semanas. 
Durante o período de dieta, a ingestão alimentar de 24 horas foi avaliada 
uma vez por semana pela aferição da diferença de peso entre a dieta oferecida 
e a dieta restante. Depois das oito semanas recebendo essas dietas, os ratos 
retornaram a dieta controle e foi feita a avaliação de ingestão de 24 horas 
durante as quatro semanas de recuperação. O ganho de peso dos animais foi 
avaliado em todas as etapas desse tratamento. 
 
Tabela 1 – Composição das dietas 
 
Ingredientes 
Controle 
(g) 
Hipelipídica 
rica em 
saturados (g) 
Hiperlipídica  
rica em 
monoinsaturados (g) 
Amido 467,5 115,5 115,5 
Caseína 200,0 200,0 200,0 
Amido de Milho dextrinizado 132,0 132,0 132,0 
Sacarose 100,0 100,0 100,0 
Óleo de soja 40,0 40,0 - 
Banha de porco - 312,0 - 
Azeite de Oliva - - 352,0 
Celulose microfibra (fibra) 50,0 50,0 50,0 
Mistura de minerais 35,0 35,0 35,0 
Mistura de vitaminas 10,0 10,0 10,0 
L-cistina 1,8 1,8 1,8 
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 
Total 1000,0 1000,0 1000,0 
* AIN 93 G 
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Teste de sensibilidade à leptina 
A ingestão alimentar em resposta a leptina foi avaliada antes e 
depois de receberem as dietas descritas, sendo feita da seguinte forma: dois 
dias antes do início da dieta hiperlipídica e após o período de dieta (oito 
semanas) os animais foram mantidos em jejum por 6 horas. Às 18 h os ratos 
foram submetidos ao tratamento icv com leptina 10-6 M e a ingestão de 12 
horas foi determinada pela aferição da diferença de peso entre o alimento 
oferecido e o alimento restante na gaiola. 
 
Dissecção do hipotálamo  
Os animais foram anestesiados por meio da administração 
intraperitonial de tiopental sódico (15 mg/kg) e a perda dos reflexos pedal e 
corneano foi utilizada como controle da anestesia. O crânio foi aberto, o 
hipotálamo retirado e em seguida congelado a -70 °C, ou então, 
homogeneizado em aproximadamente 10 volumes de tampão de solubilização 
contendo 1% Triton X-100, 100 mM Tris (pH 7,4), 100 mM de pirofosfato de 
sódio, 100 mM de fluoreto de sódio, 10mM de EDTA, 10 mM de vanadato de 
sódio; 2 mM PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4 °C em “Polytron PTA 20S 
Generator” (Brinkmann Instruments mode PT 10/35) com velocidade máxima 
por 30 segundos.  O homogeneizado foi centrifugado a 11.000 rpm a 4 °C em 
um rotor “Beckman 70,1”, por 30 minutos para remoção de material insolúvel. 
A proteína total do sobrenadante foi determinada por meio do método 
colorimétrico pela reação do biureto (51) com leitura 540 nM por ELISA. O 
sobrenadante foi utilizado para o ensaio de imunoprecipitação (52) e 
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preparação de extrato total protéico (ET), ou ainda fragmentos do hipotálamo 
foram homogeneizados em TriZol para subseqüente extração de RNA.  
 
Imunoprecipitação  
Para verificar a associação entre TLR2/4 e MyD88, foi empregado o 
método de imunoprecipitação. As amostras solubilizadas foram centrifugadas a 
11.000 rpm por 30 min a 4 °C e o sobrenadante foi retirado para 
imunoprecipitação. Os volumes das amostras foram normalizados por 
concentração protéica (1,0 mg de proteína total por amostra). As amostras 
foram incubadas por 12 a 14 horas, a 4 °C com anticorpos específicos. Após 
incubação, os imunocomplexos foram recuperados com Proteína A Sepharose 
6MB por 2 horas a 4 °C e decantados por centrifugação por 15 minutos a 4 
°C/11.000 rpm. O precipitado foi lavado três vezes, em intervalos de 5 minutos, 
com tampão de lavagem contendo: 2,0 mM ortovanadato de sódio, 100 mM 
Tris-Hcl, 10 mM EDTA e 0,5% Triton X-100. O sobrenadante foi descartado 
retendo-se apenas as proteínas precipitadas (imunocomplexos) (53). Os 
imunocomplexos foram ressuspensos em 25 l de tampão de Laemmli, 
contendo 100 mmol/L de DTT. 
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Western Blotting 
Após rápida fervura (5 min/100C) dos extratos totais protéicos ou 
dos imunocomplexos ressuspensos em tampão de Laemmli, as amostras foram 
aplicadas em gel de poliacrilamida para separação por eletroforese (SDS-
PAGE). As proteínas separadas por SDS-PAGE foram transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose em aparelho de transferência da BIO-RAD 
banhadas com tampão de transferência durante 2 horas a 120 Volts em gelo. 
As membranas de nitrocelulose foram incubadas por 12 a 14 horas com um 
anticorpo específico. A ligação do anticorpo às proteínas não específicas foi 
minimizada pela pré-incubação das membranas de nitrocelulose com tampão 
de bloqueio (5 % de leite em pó desnatado; 10 mmol/L de Tris, 150 mmol/L de 
NaCl, 0,02 % de Tween 20) por 2 horas. A detecção do complexo antígeno-
anticorpo fixo à membrana de nitrocelulose foi obtida por quimiluminescência 
utilizando um kit da Amersham e seguindo as orientações do fabricante. Após a 
revelação das auto-radiografias as bandas identificadas foram quantificadas 
por meio de densitometria óptica (53,54).  
 
Extração de RNA 
Foi feita extração de RNA total de hipotálamo de ratos tratados com 
ácidos graxos, bloqueadores das vias ou veículo, segundo método do reagente 
Trizol (Invitrogen). Para a produção do DNAc, utilizamos o kit High Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), sendo a concentração 
final do DNAc de 3 g para os experimentos subseqüentes. 
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PCR quantitativo (qPCR) – Real Time PCR 
Alíquotas de 5,0 ng de RNA foram submetidas à transcrição reversa 
utilizando-se primers hexaméricos randômicos e Superscrit Maloney MLV 
transcriptase reversa. A avaliação de resultados foi realizada por eletroforese 
em gel de agarose 3 %. As reações de PCR em tempo real foram realizadas 
utilizando-se o sistema TaqManTM (Applied Biosystems), que é constituído 
por um par de primers e uma sonda marcada com um fluoróforo. O gene 
GAPD (TaqManTM - Applied Biosystems) foi escolhido como controle 
endógeno da reação, o qual serve para normalizar a expressão do gene de 
interesse nas diferentes amostras. Após o cálculo das eficiências de 
amplificação do gene de interesse e do controle endógeno, foi construído um 
gráfico de dispersão, o qual tem por finalidade definir qual é a amplitude de 
concentrações para as quais o sistema é eficiente. Para a quantificação 
relativa do gene em estudo, as reações de PCR em tempo real foram 
realizadas em duplicata a partir de: 6,25 µL de TaqMan Universal PCR Master 
Mix 2x, 0,625 µL da solução de primers e sonda, 1,625 µL de água e 4,0 µL de 
DNAc, sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 µL de água ao invés 
do DNAc. As condições de ciclagem utilizadas foram: 50 °C por 2 minutos, 95 
°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. 
Os valores da expressão gênica relativa foram obtidos pela análise dos 
resultados no programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems). 
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Splicing do XBP-1 
Para analisarmos se havia a presença de estresse de retículo 
endoplasmático, verificamos o splicing do XBP-1 (X-box binding protein) 
adaptando a técnica utilizada por Hirota et al. (55). O RNA total de hipotálamo 
de ratos tratados com ácido araquídico (C:20) ou veículo (BSA) foi extraído, 
sendo a concentração final do DNAc de 3 g. Foram utilizados os pares de 
primers para o gene XBP-1 com a seguinte seqüência: Sense 5' 
AAACAGAGTAGCAGCGCAGACTGC 3' e Anti-sense 5' 
GGATCTCTAAAACTAGAGGCTTGGTG 3' e 2 L de DNAc para a reação de 
PCR (38 ciclos, sendo 95 °C por 5 minutos, 95 °C por 45 segundos, 60 °C por 
45 segundos, 72 °C por 45 segundos, 72 °C por 3 minutos). A reação foi 
visualizada em gel de agarose 1,5 %, corado com SYBR safe (Invitrogen), 
através de sua exposição à luz ultravioleta (UV). Desta reação foi retirado 10 
L, aos quais foram adicionados 0,8 L da enzima Pst1 e 4,2 L de água 
ultrapura. As amostras foram deixadas a 37 °C por 5 horas e então novamente 
analisadas em gel de agarose 1,5 %. As bandas resultantes foram 
quantificadas por densitometria. O splicing do gene XBP-1 foi avaliado através 
da ocorrência ou não da digestão do fragmento amplificado na PCR. A enzima 
Pst1 reconhece alguns sítios do fragmento do RNAm de XBP-1 e  quando 
ocorre splicing, a enzima Pst1 perde seu sítio de corte e o fragmento gerado é 
do mesmo tamanho do fragmento da PCR. O splicing foi medido através da 
razão: fração não digerida do PCR de XBP-1 dividida pela PCR total de XBP-
1. Os valores mais próximos de 1,0 indicam a presença de maior estresse de 
retículo enquanto que valores próximos de zero, menor ativação de estresse 
de retículo. 
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Histologia 
O cérebro de ratos alimentados com dieta hiperlipídica ou controle por 
oito ou dezesseis semanas foi rapidamente dissecado seguindo-se orientação 
do Atlas de Coordenadas Estereotáxicas (49), fixado em formalina a 3 % e 
armazenado em blocos de parafina. O tecido foi seccionado em micrótomo em 
secções de 5 m e colocado em lâminas previamente tratadas com polilisina. 
As lâminas foram incubadas por 30 minutos a 60 ºC desparafinizadas em 
xileno e reidratadas em álcool 100 %, 95 % e finalmente 70 %, a seguir 
tratadas com água destilada. A expressão de F4/80 e a co-imunolocalização de 
TLR4 com F4/80, AgRP e POMC foi avaliada por coloração indireta com 
inunofluorescência, como descrita previamente (56). A expressão de F4/80 foi 
avaliada no hipotálamo, no tálamo, no hipocampo e no córtex frontal, parietal, 
occipital e cerebelar. A imunolocalização foi determinada no hipotálamo. 
 
Análise dos ácidos graxos por HPLC 
Extração lipídica 
O método utilizado foi uma adaptação da metodologia de Folch et al. 
(57), onde as amostras de hipotálamo, de ácidos graxos usados no tratamento 
ou de dietas foram homogeneizadas e adicionadas em metanol, seguido de 
agitação. Com este procedimento, as proteínas desnaturam-se. Após a adição 
de clorofórmio e PBS, os tubos foram agitados em vórtex e centrifugados a 
15.000 g por 1 minuto. Com a formação de uma solução bifásica, foi efetuada a 
separação da fase superior (hidrometanólica) para reextração. Esta fase foi 
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transferida para um tubo Eppendorf com adição de clorofórmio e metanol. O 
tubo Eppendorf foi agitado em vórtex, centrifugado e a fase superior 
descartada. Aos extratos clorofórmicos resultantes das duas extrações foi 
adicionada solução de clorofórmio: metanol: água (solvente de Folch). Cada 
amostra foi agitada e centrifugada e, após o descarte da fase superior 
(hidrometanólica), a fase orgânica foi evaporada em Speed-vac (Refrigerated 
Condensation Trap - SC 110 - Savant).  
 
Saponificação das amostras 
Os extratos lipídicos obtidos provenientes das amostras foram 
ressuspensos em metanol e saponificados em uma solução alcalina em 
metanol a 37°C, por 2 horas, em banho-maria com agitação. Após, a solução 
alcalina foi acidificada até aproximadamente pH 3,0. Os ácidos graxos em 
solução foram extraídos com hexano. O solvente foi evaporado e as amostras 
foram guardadas em ambiente de N2, protegidas da luz, à -20 °C. 
 
Derivatização dos ácidos graxos com bromometil-metóxi-coumarina 
A reação foi baseada no método descrito por Abushufa et al (58). A 
solução foi sonicada por 30 minutos. O sobrenadante foi separado do 
precipitado e a solução estocada a -20°C. As amostras foram reconstituídas em 
acetonitrila e diluídas nesta solução. As amostras foram analisadas por sistema 
de HPLC – Shimadzu (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão) com duas bombas 
(mod. LC-10AD), auto-injetor (mod. SIL-10A) e detector de fluorescência (mod. 
RF-535) e coluna de fase reversa Supelcosil LC-8 com 25 cm x 4,6 mm x 5 µm 
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(cód. 5-8297) (Supelco, Bellefonte – USA), precedida de uma pré-coluna 
Supelguard Supelcosil LC-8Kit com 2 cm x 4,6 mm x 5 µm (cód. 5-9552) 
(Supelco, Bellefonte – USA). Os comprimentos de onda de excitação e 
emissão no detector de fluorescência utilizadas foram 295 nm e 325 nm, 
respectivamente. A fase móvel (acetonitrila/água 73/23 v/v) teve uma vazão de 
1,0 mL/min. O programa de integração e registro de dados utilizado foi o Class 
LC-10, versão 1.4. (59). 
 
Cultura primária de macrófagos 
Isolamento 
Tioglicolato de sódio (2%) foi injetado via intraperitoneal em 
camundongos C3H/HeJ e C3H/HeN (camundongo controle). Após dois dias, os 
animais tratados receberam dose letal de tipental sódico (20 mg/Kg) e em 
seguida foi injetado 2 ml de PBS (pH 7,4) na cavidade intraperitoneal dos 
animais. Posteriormente, o abdômen foi massageado por aproximadamente 30 
segundos e em seguida, o peritônio foi aberto e com auxílio de pipeta Pasteur, 
o fluido contendo as células foi removido. O fluido foi lavado duas vezes em 
PBS (pH=7,4) por 8 min a 5000 rpm e 28ºC. Após centrifugação, a viabilidade e 
quantificação dos macrófagos foi realizada em câmara de Neubauer após 
coloração com azul de Trypan. Os macrófagos viáveis foram plaqueados na 
densidade de 1 X 105 céls/mL em meio RPMI 1640 suplementado com soro 
bovino fetal (10 %) e antibióticos a 37ºC e atmosfera de 5 % de CO2. 
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Manutenção de macrófagos in vitro  
As células obtidas foram cultivadas em placas de cultura contendo 2,0 
mL de meio de cultura RPMI 1640 suplementado com penicilina (100 U/I) e 
estreptomicina (10 mg/mL)  em uma densidade final de 1,0 x 105 células 
viáveis/mL, incubadas em estufa a 37C sob atmosfera úmida contendo 5 % de 
CO2 por duas horas. As células não aderentes foram removidas por inversão 
da placa e os macrófagos aderidos à placa foram mantidos nas condições 
descritas acima por 16 horas na presença de ácido araquídico (25 mM), ácido 
araquídico na presença do veículo ou do PBA (5,0 mM) e somente com veículo 
por 16 horas. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos três 
vezes. 
 
Citometria de fluxo 
Ao final do período de 16 horas, na qual as condições experimentais 
foram: controle, na qual as células não foram expostas a qualquer tratamento; 
diluente, na qual as células foram expostas somente ao diluente; ácido 
araquídico na concentração final de 25 mM e ácido araquídico na presença de 
PBA na concentração de 5 mM; os macrófagos foram obtidos, centrifugados a 
800 rpm por 10 minutos a 37°C e ressuspendidos em tampão de PBS. As 
células foram incubadas com o anticorpo primário para marcação de F4/80 por 
15 minutos, numa concentração final de 2,5 g/mL, em seguida incubadas com 
anticorpo secundário conjugado com FITC na diluição final de 1:100. Para a 
marcação das proteínas p-JNK, p-PERK, p-eIF2 e GRP78, as células 
previamente a incubação com os respectivos anticorpos, foram fixadas em 
paraformaldeído 4 % e permeabilizadas com saponina 0,1 %. A análise de 
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expressão das proteínas descritas acima, foi feita por citometria de fluxo 
(10000 eventos/segundo), e a análise dos histogramas foi realizada com auxílio 
do software CellQuest (Becon-Dickinson, San Jose, CA, USA).  
 
 
Avaliação de ingestão alimentar e variação de peso em camundongos 
mutantes de TLR4  
Para avaliarmos os efeitos das diferentes dietas nos parâmetros 
metabólicos e inflamatórios, foram utilizados camundongos mutantes TLR4 
C3H/HeJ e seu controle C3H/HeN. Os animais foram divididos em dois grupos 
com pesos similares (25 – 30 g), um grupo recebendo dieta controle (10 % do 
valor calórico de lipídios) e outro recebendo dieta hiperlipídica (59 % do valor 
calórico de lipídios) oferecidas ad libitum, assim como água por oito semanas. 
O peso e a ingestão alimentar foram avaliados na primeira e na última semana 
do período experimental. 
 
Análise estatística  
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média.  
Quando comparados dois grupos, foi utilizado o teste t de Student para dados 
não pareados. Quando necessário, utilizou-se análise de variância (ANOVA), 
seguida de teste para comparação múltipla de médias. Foi adotado o nível de 
significância p<0.05. 
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